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DESCRIPTION 

La presente invention concerne un procede de detection de la presence dans un 
echantillon, contenu dans un recipient sterile, d'au moins un micro-organisme, aerobie 
ou anaerobie, l'echantillon etant en contact avec un milieu de croissance. L'invention 
concerne egalement un support pouvant etre mis en oeuvre dans un tel procede. 

// est connu que les micro-organismes aerobies (bacteries, levures) adherent et 
colonisent la majorite des surfaces qui leur sont offertes. Cette fixation ameliore les 
echanges nutritionnels et done le niveau de croissance des micro-organismes. Ainsi, la 
presence d'une phase solide influence bon nombre de processus metaboliques, comme 
la fixation d'azote, Voxydation alcoolique, la nitrification et la denitrification, etc. Cette 
particularite est largement utilisee en microbiologic industrielle. 

Ainsi, Vetat de la technique peut etre defini par le document US- A- 5, 67 2, 484 
qui a pour objet un recipient pour detecter des micro-organismes aerobies stricts dans 
un echantillon, qui comprend une chambre contenant un milieu de culture en son seinr 
et definissant un espace libre au-dessus du milieu. Ce document concerne egalement 
une methode de fabrication dun tel recipient et une methode de croissance de micro- 
organismes aerobies stricts. Un insert non toxique hydrate avec ledit milieu de 
croissance possede une surface libre qui deborde au moins partiellement dans I 'espace 
libre, afin de permettre Vapprovisionnement en oxygene du milieu de croissance, et 
done augmenter Voxygenation des micro-organismes introduits dans I echantillon, et 
ameliorer de leur processus metabolique. Cet insert est choisi dans le groupe des 
materiaux suivants : eponge, coton, billes de fibres de verre et resine. 

Toutefois, cet appareil et ce procede sont limites a la detection des micro- 
organismes aerobies stricts. D'ailleurs, et de maniere tres explicite, il est fait etat de la 
necessite d' augmenter les echanges en oxygene entre le support et T espace libre et 
confine du recipient. Pour ce faire, l'insert est positionne a Tinterface constitute par le 
milieu de culture, d'une part, et l'espace libre, d'autre part. Toutes ces caracteristiques 


ne pouvaient que detourner l'homme du metier de l'interet d'utiliser, au sein dudit 
recipient, un support solide, inerte et sterile, meme dans des conditions d'anaerobiose. 

Les resultats obtenus par la demanderesse lors de ces travaux d'etude etaient 
done inattendus. 

La presente invention cherche a proteger un precede qui est bien plus 
polyvalent, car utilisable avec tous les micro-organismes, quel que soit leur 
metabolisme respiratoire. De plus, la disposition des inserts ou supports au sein du 
recipient n'a pas a suivre un cadre aussi contraignant que ce qui est necessaire pour le 
document de l'etat de la technique. 

A cet effet, la presente invention concerne un procede de detection de la 
presence dans un echantillon, contenu dans un recipient sterile, d'au moins un micro- 
organisme, quel que soit son metabolisme respiratoire, l'echantillon etant en contact 
avec un milieu de croissance, caracterise en ce qu'il consiste a : 

- ajouter au sein du recipient au moins un support solide, inerte et sterile, 

- incuber a une temperature appropriee, et 

- observer une variation d'au moins une caracteristique liee a la presence du ou des 
micro-organismes a detecter au sein dudit recipient. 

La caracteristique observee est due a une variation d'au moins un indicateur, 
ajoute dans le recipient avant l'incubation, par exemple un indicateur colore ou 
fluorescent, et/ou d'au moins un parametre physico-chimique ou electrique, par 
exemple la production de CO, la pression, la turbidite, le potentiel d'oxydoreduction 
et/ou le pH. 

Dans tous les cas de figure, l'echantillon est soit biologique, par exemple sang, 
liquide cephalo-rachidien, liquides pleuraux, urine, soit non biologique, par exemple 
eau, produits alimentaires, produits pharmaceutiques. 

La lecture de la variation du ou des indicateur(s) s'effectue de maniere optique 
au travers de toute ou partie d'au moins une des parois du recipient, qui est 


transparente, et/ou la lecture de la modification du ou des parametre(s) s'effectue par 
Tintermediaire de capteur(s) physico-chimique(s) ou electrique(s). 

Preferentiellement, le procede s' applique aux micro-organismes a metabolisme 
anaerobic 

Ce procede est utilise dans un controle de sterilite. 

La presente invention concerne egalement un support solide, inerte et sterile, 
utilise dans le procede, defini precedemment, qui, dans un second mode de realisation, 
est caracterise par le fait qu'il est constitue de materiaux naturels, par exemple : 

- billes de silice, 

- billes de verre de petite taille (pleines, creuses ou poreuses), 

- particules de quartz, 

- grains de sable , 

- grains de vermiculite, zeolite et/ou feldspath, 

- laine de verre et/ou de roche, 

- billes d'argile, et 

- particules de liege. 

Selon un second mode de realisation, le support solide, inerte et sterile, utilise 
dans le procede ci-dessus, est constitue de materiaux artificiels, par exemple : 

- billes de polystyrene, 

- billes de polyethylene, 

- billes de polypropylene, 

- billes de polyethylene de petite taille agglomerees, de porosite et d'epaisseur 
variables, 

- supports de croissance sous forme de billes de petite taille utilises en culture 
cellulaire, 

- billes de latex , 

- billes revetues de gelatine, et 

- grains de resine. 

Selon un troisieme mode de realisation, le support solide, inerte et 
sterile, utilise dans le procede ci-dessus est constitue d'un element de toute forme en 


polyethylene. Quel que soit le mode de realisation, ce support est constitue de billes ou 
grains d'un diametre compris entre 1 um et 10 mm, et notamment entre 0,1 mm et 5 
mm. 

Les figures ci-jointes sont donnees a titre d'exemple explicatif et n'ont aucun 
caractere limitatif. Elles permettront de mieux comprendre 1' invention. 

La figure 1 represente une courbe de la cinetique de croissance dans le cas de 

Haemophilus influenzae. 

La figure 2 represente une courbe de la cinetique de croissance dans le cas de 

Kingella denitrificans. 

La figure 3 represente une courbe de la cinetique de croissance dans le cas de 

Staphylococcus saprophyticus. 

La figure 4 represente une courbe de la cinetique de croissance dans le cas de 

Bactero'ides fragilis. 

La figure 5 represente une courbe de la cinetique de croissance dans le cas de 

Veillonella parvula. 

Enfin, la figure 6 represente une courbe de la cinetique de croissance dans le cas 
de Clostridium sporogenes. 

La presente invention concerne un precede de detection de la presence dans un 
echantillon, contenu dans un recipient sterile, d'au moins un micro-organisme, aerobie 
ou anaerobie, l'echantillon etant en contact avec un milieu de croissance. 

Cette detection est en fait acceleree par le fait que l'on introduit dans le recipient 
un support solide, inerte et sterile. 

La liste ci-dessous regroupe des supports permettant d'accelerer le temps de 
detection de micro-organismes presents dans un echantillon. Cette liste n'est bien 

entendu pas limitative. 

Dans le cas de supports dits naturels, on peut utiliser : 

- des billes de silice, 

- des billes de verre de petite taille qui peuvent etre pleines, creuses ou poreuses, 


- des particules de quartz, 

- des grains de sable , 

- des grains de vermiculite, zeolite et/ou feldspath, 

- de la laine de verre ou de roche, 

- des billes d'argile, et 

- des particules de liege. 

Dans le cas de supports dits artificiels, on peut utiliser : 

- des billes de polystyrene, 

- des billes de polyethylene, 

- des billes de polypropylene, 

- des billes de polyethylene de petite taille agglomerees, de porosite et d'epaisseur 
variables, 

- des supports de croissance sous forme de billes, de petite taille, utilises en culture 
cellulaire de marque deposee CYTODEX de type 1 et 3, 

- des billes de latex, 

- des billes recouverte de gelatine, et 

- des grains de resine di-ethyl-amino-ethyle (DEAE) pour les resines echangeuses 
d'anions ou de marque deposee SEPHADEX (CM = Carboxy Methyl cellulose) pour 
les resines echangeuses de cations. 

Bien entendu, les supports ajoutes dans un seul recipient peuvent etre constitues 
d'un melange d'au moins deux supports artificiels ou naturels, ci-dessus mentionnes ou 
bien d'un melange d'au moins un support artificiel et d'au moins un support naturel, ci- 
dessus mentionnes. 

Mise en oeuvre : 

La mise en oeuvre presentee concerne un mode particulier de realisation, il 
existe bien d'autres possibilites. Cette mise en oeuvre ne peut done etre consideree 
comme limitant la portee de la protection recherchee. 


1. Preparation des flacons : 


Tous les supports ont ete sterilises par un chauffage de 15 minutes (ran) a 120 
degres Celsius (°C). Apres sechage pendant 24 heures a 37°C, Us ont ete repartis 
sterilement dans les flacons. La quantite introduite par flacon depend du support utilise 
et est ajustee de facon a obtenir une couche de materiau dont la surface soit 
sensiblement equivalente a la section des flacons. Les flacons contenant les supports 
sont a nouveau chauffes 15 mn a 120°C puis recoivent sterilement 40 ml de bouillon 
nutritif aerobie VITAL AER (Ref. 52511 de bioMerieux) ou de bouillon nutritif 
anaerobie VITAL ANA (Ref. 52512 de bioMerieux) contenant le traceur de croissance 
microbienne ou indicateur, tel que decrit et revendique dans le brevet EP-B-0.424.293 
de la demanderesse. 

Les flacons sont ensuite mis sous vide et gazes de maniere a reconstituer une 
atmosphere adaptee au type de bouillon concerne (aerobie pour VITAL AER ou 
anaerobie pour VITAL ANA). lis sont ensuite bouchonnes et capsules pour etre prets a 
l'emploi. 

Afin de pouvoir comparer les performances de l'adjonction des supports selon la 
presente invention sur des milieux, des flacons VITAL AER et ANA sans support ont 
subi le meme processus de fabrication, a l'exception de la preparation et de l'addition du 
support. 

2. Analyse des echantillons : 

Les flacons, tels que prepares ci-dessus, recoivent ensuite sterilement un 
echantillon (biologique ou non) dans lequel on veut rechercher la presence de micro- 
organismes. 

Dans le cas d'une simulation d'hemocultures positives comme cela a ete le cas 
au laboratoire, il a ete procede de la facon suivante. Premierement, les micro- 


organismes etudies sont prealablement cultives sur milieu de croissance adapte tel 
qu'une gelose, generalement une gelose Columbia avec 5% de sang de mouton. 

Pour chacun d'eux, une suspension est realisee en eau distillee en prelevant une 
ou plusieurs colonies. Cette suspension est calibree a 10 8 cellules/ml et diluee au 
millionieme. A l'aide d'une seringue sterile, un millilitre de cette dilution est introduit 
dans chaque flacon VITAL avec ou sans support prealablement inocule par 5 ml de 
sang de cheval ou de sang humain. Ainsi, environ cent cellules de micro-organisme 
sont introduites par flacon. 

Les flacons, contenant Techantillon a analyser, sont places dans le systeme de 
marque VITAL (ref. : 99105, 99106 ou 99122 de bioMerieux) qui joue le role a la fois 
d'un incubateur et d'un lecteur. Ce systeme assure une incubation des flacons a une 
temperature appropriee. La cinetique de Tindicateur est suivie par une mesure optique a 
travers la paroi en verre transparente des flacons. Si Techantillon contient au depart des 
micro-organismes, ceux-ci vont se multiplier au cours de l'incubation et la modification 
de 1'indicateur, present dans le milieu reactionnel, traduira la presence desdits micro- 
organismes dans Techantillon. 

L'efficacite d'un support sera appreciee en comparant les temps de detection 
obtenus en utilisant des flacons avec et sans support. 

Exemplcs selon l f invention : 

Exemple 1 : Detection de micro-organismes a metabolisme aerobie 

L f essai a ete effectue dans les conditions suivantes : 

- flacons VITAL AER avec et sans support, prepares selon le processus decrit dans le 
paragraphe "Preparation des flacons", 

- supports etudies : billes de polyethylene et particules de liege, 
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- souches testees : 

• Haemophilus influenzae (ref. bioMerieux : JHI 8006064), 

• Kingella denitrificans (ref. bioMerieux : JKD 83 1 1 002), et 

• Staphylococcus saprophyticus (ref. bioMerieux : MSA 54677), 

- milieu d'isolement des souches : gelose Columbia bioMerieux additionnee par 5% de 
sang de mouton, 

- simulation d'hemocultures positives comme indique dans le paragraphe « Analyse des 
echantillons », avec addition sterile d'environ cent micro-organismes et de 5 ml de sang 
de cheval par flacon, 

- determination des temps de positivite des flacons par le systeme VITAL, et 

- trace de cinetique de croissance pour chaque flacon. 

Les resultats obtenus sont bien represents sur le tableau 1 qui suit. 


Souches 

Flacons sans 
support 

Flacons avec 

billes de 
polyethylene 

Flacons avec 
particules de 
liege 

Haemophilus influenzae 

45,6 

22,5 (50,6%) 

31,2 (31,6%) 

Kingella denitrificans 

83,0 

52,0 (37,3 %) 

30,0 (63,9 %) 

Staphylococcus saprophyticus 

35.5 

28,0 (21,1 %) 

30,0 (15,5%) 


Tableau 1 : Temps de detection en heures et gain de temps en % de l'utilisation 
des flacons avec supports par rapport aux flacons sans support dans le cas de 
micro-organismes aerobies, anaerobies facultatifs 


Ce tableau 1 ci-dessus indique un gain en temps de detection par rapport aux 
flacons sans support compris entre 21,1 a 50,6 % selon les souches en presence de 
billes de polyethylene. Cette fourchette s'echelonne entre 15,5 a 63,9 % selon les 
souches en presence de particules de liege. 
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L'effet des supports peut etre visualise sur les cinetiques de croissance 
presentees sur la figure 1 dans le cas de Haemophilus influenzae^ sur la figure 2 dans le 
cas de Kingella denitrificans et sur la figure 3 dans le cas de Staphylococcus 
saprophyticus. 

Exemple 2 : Detection de micro-organismes k m£tabolisme anaerobic strict 

L'essai a ete effectue dans les conditions suivantes : 

- flacons VITAL ANA avec et sans support, prepares selon le processus decrit dans le 
paragraphe "Preparation des flacons", 

- supports etudies : billes de polyethylene et particules de liege, 

- souches testees : 

• Bacteroides fragilis (ref bioMerieux : HBF 358), 

• Veillonella parvula (ref. bioMerieux : JKD 83 1 1002), et 

• Clostridium sporogenes (ref bioMerieux : ACO 100651), 

- milieu d'isolement des souches : gelose Columbia bioMerieux additionnee par 5% de 
sang de mouton incubee en anaerobiose, 

- simulation d'hemocultures positives comme indique dans le paragraphe "Analyse des 
echantillons", avec addition sterile d'environ cent micro-organismes et de 5 ml de sang 
de cheval par flacon, 

- determination des temps de positivite des flacons par le systeme VITAL, et 

- trace de cinetique de croissance pour chaque flacon. 


Les resultats obtenus sont bien representes sur le tableau 2 qui suit. 


Souches 

Flacons sans 
support 

Flacons avec 

billes de 
polyethylene 

Flacons avec 
particules de 
liege 

Bacteroides fragilis 

87,0 

44,5 (48,6%) 

67,0 (23,0 %) 

Veillonella parvula 

200,0 

55,0 (72,5 %) 

75,0 (62,5 %) 
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Clostridium sporogenes 

46,0 

30,0 (34,8 %) 

42,0 (8,7 %) 


Tableau 2: Temps de detection en heures et gain de temps en % de l'utilisation 
des flacons avec supports par rapport aux flacons sans support dans le cas de 

micro-organismes anaerobies 

Le tableau 2 ci-dessus indique un gain en temps de detection par rapport aux 
flacons sans support de 34,8 a 72,5% selon les souches, en presence de billes de 
polyethylene, et de 8,7 a 62,5% selon les souches, en presence de particules de liege. 

L'effet des supports peut etre visualise sur les cinetiques de croissance 
presentees sur la figure 4 dans le cas de Bacteroides fragilis, sur la figure 5 dans le cas 
de Veillonellaparvula et sur la figure 6 dans le cas de Clostridium sporogenes. 

Que l'on se reporte a l'exemple 1 ou a l'exemple 2, on constate done une nette 
diminution des temps de detection qui traduit la positivite des flacons contenant un 
support, qui est le resultat d'un virage plus rapide de l'indicateur, et cela aussi bien pour 
les micro-organismes a metabolisme aerobie qu'a metabolisme anaerobic 

Exemple 3 : Etude complementaire sur la detection de different* micro- 
organismes a metabolisme aerobie, anaerobie facultatif (AAF) 

Dans cet exemple, les souches AAF utilisees sont soit des bacteries soit des 
levures. De plus, plusieurs analyses ont ete realisees pour chaque espece etudiee. Elles 
appartiennent aux differentes especes ou genres suivants : 

• Neisseria, 

• Brucelles , 

• Levures : Candida albicans, Candida par apsilosis, Candida guillermondii, 

• Staphylococcus, 

• Pseudomonas, et 
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• Autres souches appartenant a : Haemophilus, Kingella, Eikenella et 
Micrococcus. 

Les resultats obtenus sont bien representes sur le tableau 3 qui suit. Toutes les 
5 valeurs exposees correspondent aux temps de detection en presence de supports 
exprimes en pourcentage par rapport aux temps de detection obtenus avec des flacons 
sans support et consideres comme ay ant une valeur de 100 %. 


Especes aerobies 

Nb de souches par espece 

Polyethylene 

Polypropylene 

Neisseria 

3 

77,8 

104,3 

Brucelles 

3 

80,4 

124,0 

Levures 

6 

70,6 

103,6 

Staphylococcus 

5 

83,6 

95,9 

Pseudomonas 

2 

74,6 

174,3 

Autres souches 

4 

60,8 

85,9 

Moyenne pour 
toutes especes 

23 

74,6 

1 14,7 


10 Tableau 3 : Influence de la nature des supports sur la detection de plusieurs 

micro-organismes aerobies 

Ce tableau 3 indique clairement que le support de polyethylene permet de 
reduire significativement les temps de detection de T ensemble des especes ou genres 
15 testes, ces temps variant de 60,8 % a 83,6 % par rapport aux temps obtenus avec les 
flacons sans support ( 1 00 %). 

Le support de polypropylene n'offre pas d'interet car il ralentit les temps de 
detection dans bon nombre de cas, c'est-a-dire que la valeur est superieure a la valeur 
de 100 % obtenue pour la reference en ce qui concerne les flacons sans support. Cette 
20 valeur peut meme atteindre 1 74,3 % pour Pseudomonas. 
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Exemple 4 : Etude de l'influence du support de polyethylene sur la 
detection de micro-organismes a metabolisme anaerobie 

Dans cet exemple, les souches utilisees sont des bacteries anaerobies 
appartenant aux genres suivants : * Bacteroides , 

* Clostridium, 

* Yeptostreptococcus , 

* Veillonella, et 

* Fusobacterium. 

Les resultats obtenus sont bien represents sur le tableau 4 qui suit. 

Toutes les valeurs exposees sont des pourcentages qui, comme pour le tableau 3, 
correspondent aux temps de detection en presence de support, exprimes en pourcentage 
par rapport aux temps de detection sans support rapportes a 100 %. 


Especes anaerobies 

Nombre de souches par espece 

Polyethylene 

Clostridium 

2 

69,0 

Bacteroides 

7 

64,5 

Peptostreptococcus 

2 

97,3 

Veillonella 

2 

27,6 

Fusobacterium 

1 

70,6 

Moyenne pour toutes 
especes 

14 

65,8 


Tableau 4: Influence du support sur la detection de plusieurs micro-organismes 

anaerobies 


Ce tableau 4 ci-dessus indique un gain en temps de detection par rapport aux 
flacons sans support compris entre 2,7 et 72,4 % selon les especes anaerobies testees. 
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Ainsi, comme le montrent les exemples ci-dessus, Teffi cache du procede est 
averee. Ceci est vrai pour les procedes utilises dans des hernocultures (recherche de 
micro-organismes dans le sang), mais egalement pour d'autres applications basees sur 
la culture de micro-organismes. 

5 

Ce procede consiste essentiellement en quatre ou cinq etapes successives. 
Premierement, il convient d'ajouter l'echantillon a analyser au sein du recipient 
et un milieu de croissance. Deuxiemement, il faut egalement ajouter au sein dudit 
recipient au moins un support solide, inerte et sterile. Troisiemement et eventuellement, 

10 on peut sceller le recipient. Quatriemement, on incube a une temperature appropriee. 
Enfin et cinquiemement, on observe une variation d'une caracteristique en relation avec 
la presence, la croissance et/ou le metabolisme d'un micro-organisme a detecter. 
Cette caracteristique peut generalement etre de deux natures differentes. 
D'une part, il peut s'agir d'un indicateur chimique, par exemple colore, 

15 fluorescent, chromogene, qui est ajoute dans le recipient avant 1'incubation. D'autre 
part, il peut s'agir d'un parametre physico-chimique ou electrique, qui est modifie par 
la simple croissance des micro-organismes a detecter. Dans ce dernier cas, il n'est pas 
necessaire d'ajouter de substance pour permettre l'etablissement d'une variation de ce 
parametre. Cette observation d'une variation d'une caracteristique peut etre manuelle, 

20 c'est-a-dire visuelle, ou bien automatique. Dans le cas d'une observation automatique, 
le ou les parametres peuvent etre observes par des capteurs qui, par exemple mesurent 
la pression, la production de C0 2 , la turbidite, le potentiel d'oxydoreduction ou le pH. 
Cette enumeration n'est pas limitative, et elle peut contenir toute caracteristique 
physico-chimique ou electrique pouvant varier avec l'activite metabolique d'un micro- 

25 organisme. 

En ce qui concerne la temperature d'incubation appropriee, mentionne dans le 
procede ci-dessus expose, celle-ci varie en fonction de la famille, de l'espece ou du 
genre du micro-organisme teste. Ainsi, cette variation est tres large et est comprise 
30 entre sensiblement 0 et 100 °C selon le micro-organisme. Ces temperatures sont 
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toutefois bien connues de Thomme du metier et/ou ne presentent aucune difficulte a 
etre determinee. 

Ce procede peut egalement etre utilise, en plus de 1 'analyse des echantillons 
dans lequel on veut mettre en evidence la presence de micro-organismes, dans la 
recherche de la sterilite (liquides biologiques : sang, liquide cephalo-rachidien, liquides 
pleuraux, urine, etc., echantillons non biologiques tels que l'eau, les produits 
alimentaires ou pharmaceutiques). 

Les resultats presentes dans les exemples ci-dessus permettent de demontrer 
l'impact des supports de croissance sur les temps de detection de micro-organismes 
aussi bien aerobies et qu'anaerobie (ces derniers exigeant pour leur croissance une 
atmosphere N 2 /C0 2 sans 0 2 ). La majorite des temps de detection a ete diminuee de 
facon significative. 

Les exemples se limitent a l'utilisation de certains supports et a l'etude de leur 
impact sur la detection de certains micro-organismes. Mais, des resultats similaires ont 
d'ores et deja ete obtenus avec d'autres supports et en etendant l'etude a d'autres micro- 
organismes. La portee de la presente invention n'est done pas limitee aux especes et 
aux supports etudies. 

En conclusion, la presence d'un support selon l'invention ameliore de facon 
significative la rapidite de detection de la presence de micro-organismes dans un 
echantillon, quel que soit son metabolisme, aerobie ou anaerobic Un tel resultat a ete 
obtenu sans avoir a rechercher l'effet d'une meilleure oxygenation ou d'une meilleure 
exposition des micro-organismes a Toxygene pouvant etre present dans le milieu. 
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REVENDICATIONS 

1. Precede de detection de la presence dans un echantillon, contenu dans un 
5 recipient sterile, d'au moins un micro-organisme, quel que soit son metabolisme 

respiratoire, l'echantillon etant en contact avec un milieu de croissance, caracterise en 
ce qu' il consiste a : 

- ajouter au sein du recipient au moins un support solide, inerte et sterile, 

- incuber a une temperature appropriee, et 

10 - observer une variation d'au moins une caracteristique liee a la presence du ou des 
micro-organismes a detecter au sein dudit recipient. 

2. Precede, selon la revendication 1, caracterise en ce que la caracteristique 
observee est due a une variation d'au moins un indicateur chimique, ajoute dans le 

15 recipient avant Pincubation par exemple un indicateur colore ou fluorescent, et/ou d'au 
moins un parametre physico-chimique ou electrique par exemple la production de C0 2 , 
la pression, la turbidite, le potentiel d'oxydoreduction et/ou le pH. 

3. Precede, selon l'une quelconque des revendications 1 ou 2, caracterise en ce 
20 gue Techantillon est biologique, par exemple sang, liquide cephalo-rachidien, liquides 

pleuraux, urine, ou non biologique, par exemple eau, produits alimentaires, produits 
pharmaceutiques. 

4. Precede, selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, caracterise en ce 
25 que la lecture de la variation du ou des indicateur(s) s'effectue de maniere optique au 

travers de toute ou partie d'au moins une des parois du recipient, qui est transparente, 
et/ou la lecture de la modification du ou des parametre(s) s'effectue par 1' intermediate 
de capteur(s) physico-chimique(s) ou electrique(s). 
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5. Procede, selon l'une quelconque des revendications 1 a 4, caracterise en ce 
qu' il s'applique aux micro-organismes a metabolisme anaerobic 

6. Procede, selon Tune quelconque des revendications 1 a 5, caracterise en ce 
qu'il est utilise dans un controle de sterilite. 

7. Support solide, inerte et sterile, utilise dans le procede, defini a l'une 
quelconque des revendications 1 a 6, caracterise par le fait qu' il est constitue de 
materiaux naturels, par exemple : 

- billes de silice, 

- billes de verre de petite taille (pleines, creuses ou poreuses), 

- particules de quartz, 

- grains de sable , 

- grains de vermiculite, zeolite et/ou feldspath, 

- laine de verre et/ou de roche, 

- billes d'argile, et 

- particules de liege. 

8. Support solide, inerte et sterile, utilise dans le procede, defini a l'une 
quelconque des revendications 1 a 6, caracterise par le fait qu' il est constitue de 
materiaux artificiels, par exemple : 

- billes de polystyrene, 

- billes de polyethylene, 

- billes de polypropylene, 

- billes de polyethylene de petite taille agglomerees, de porosite et d'epaisseur 
variables, 

- supports de croissance sous forme de billes de petite taille utilises en culture 
cellulaire, 

- billes de latex , 

- billes revetues de gelatine, et 
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- grains de resine. 

9. Support solide, inerte et sterile, utilise dans le procede, defini a Tune 
quelconque des revendications 1 a 6, caracterise par le fait qu'il est constitue d'un 
element de toute forme en polyethylene. 

10. Support, selon Tune quelconque des revendications 7 ou 9, caracterise par le 
fait qu' il est constitue de billes ou grains d'un diametre compris entre 1 [im et 10 mm et 
notamment entre 0,1 mm et 5 mm. 
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